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亚洲 玉米 周末 龄 幼虫 促 前 胸腺 激素 与 
赔 皮 江 类 激素 滴 度 的 变化 
A E* AmA 


(山西 大 学 生物 系 ? 太 原 030006) 


HAR FETH 


CH EEE EBARA Li 200025) 


摘 村 ”用 放射 免疫 分 析 法 (Radioimmunoassay, RIA) B 12ER WET ENER Oscrinia 
”#furnacalis RIEME URE SRE. 通过 前 胸 踪 体外 培养 ， 了 以 12 小 时 间隔 调 定 了 前 
.网 腺 体外 分 小 活性 的 变化 。 发 现 二 者 的 变化 在 相同 发 育 阶段 是 一 致 的 。 让 亚洲 玉米 晨 上 建立 了 促 前 胸腺 激 
X (PTTH) 体外 测定 法 ,并 用 此 法 以 24 小 时 间隔 测定 了 末 龄 幼虫 脑 和 血 淋 巴 中 PTTH WE ELM 
Erp PITH 滴 度 在 末 龄 第 5 和 7 天 各 有 一 高 峰 , 脑 中 只 在 第 5 天 有 一 高 峰 。 
关键 词 WHER «= ATURE RR ”放射 免疫 方法 


玉米 嵌 食 性 杂 分 布 广 , 是 世界 性 农业 害虫 。 了 人 解 其 生活 周期 中 发 育 变 态 的 调控 机 制 ， 
但 发 展 无 公害 防治 手段 的 重要 前 提 。 这 方面 欧洲 玉米 崇 Ostrinia nubilalis 有 过 一 些 报 
道 (Beck 和 Shane, 1969; Yin 和 Chippendale, 1978; Bean 和 Beck、'1980、1983; 
Gelman 和 Woods，1983)， 都 是 研究 激素 对 洁 育 的 调控 机 制 。 已 有 证 据 表 明 ， 不 同 种 
类 昆虫 其 滞 育 的 激素 调控 机 制 不 同 ,如 美国 西南 玉米 杆 草 几 Diatraea grandiosella (Yin 
和 Chippendale, 1973) 54k Chilo suppressalis (Yagi 和 Fukaya, 1974) AWS 
RMR (JH) 诱发 ,维持 和 终止 。 但 高 JH BEAR REE NSE RR EA (Bean 
.和 Beck, 1980). 有 研究 认为 ，PTTH HARB BISBEE 
” 匡 庆 ,可 能 在 欧洲 玉米 嵌 滞 育 的 诱发 和 维持 中 起 主要 作用 。 BA, WIEKE Ostrinia 
furnacalis 尚 缺 少 这 方面 的 报道 。 
从 Bollenbacher 等 (1979) 把 高 灵敏 度 ,高 精确 性 的 晓 皮 人 当 类 激素 放射 免疫 测定 技术 
与 研究 脑 和 前 胸腺 相互 关系 的 器 官 体外 培养 技术 结合 起 来 ,在 烟草 天 峨 Manduca sexta 
上 建立 了 PTTH 体外 测定 法 以 来 ,对 PTTH 的 研究 已 由 原来 活体 生 测 法 的 间接 、 不 准 
HESAR ERARE E. 本 文 利 用 这 些 技术 对 亚洲 玉米 赋 末 龄 非 滞 育 幼虫 进行 了 
醋 究 ,结果 如 下 。 


材料 与 方法 
一 、 实 验 材料 


本 文 于 1989 年 LL 月 收 到 ; 
站 现在 山西 省 肿 注 研 究 所 免疫 实验 室 工作 。 
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亚洲 玉米 崇 在 25°C. 36 A 16 小 时 光照 : 8 小 时 黑 瞳 、 相 对 强度 70 一 80 匈 条件 下 ,以 
人 工人 饵料 饲养 非 洁 育 幼 虫 。 本 实验 确定 4 龄 晚期 幼虫 头 壳 从 前 胸 背 板 上 脱落 起 计 为 5 龄 
0 小 时 。 

二 、 末 苓 幼虫 血 淋 巴 的 收集 与 前 胸腺 的 培养 

从 5 崔 0 小 时 开始 ,每 隔 了 2 小 时 收集 一 次 血 淋 巴 ,同时 搞 取 前 胸腺 。 

剪 掉 幼虫 前 端 一 腹 足 ,用 微量 取样 器 从 切口 处 吸取 10 ol 血 淋 巴 直接 加 入 200a] 甲醇 
中 ,振荡 混 匀 后 高 速 离心 5 分 钟 ,吸取 上 清流 再 重复 抽 提 离心 一 次 , 合并 上 清 液 用 于 RIA 
测定 ,每 个 时 间 取 5 一 10 个 样品 。 抽 挤 血 淋巴 的 幼虫 再 用 于 解剖 前 胸腺 , 逐 体 摘出 后 在 昆 
虫 任 氏 渡 中 漫 泡 30 一 60 分 钟 。 腺 体 培 养 在 加 有 50x] Grace 液 的 24 乱 塑 料 组 织 培 养 板 
中 进行 ,条 件 为 25% ， 黑 有 暗 高 温 无 菌 。6 小 时 后 收集 全 部 50 el UEFA 20021 甲醇 中 ， 
振荡 混 匀 高 速 离心 5 OS, KALARE SHREK, AXEL 请 液 用 T RIA 测 
定 。 

=, PTTH H 

1. 脑 内 PTTH 抽 提 

ERUR Ni 0 一 3 ANU URI LATA A BCR RAY Eppendos Pirhi BIZ C1 0s X 
287 TE. SIR KIS INE P 2 4) Bh TESTE PRE 5 分钟 ， a ji 液 , 残 物 重复 
GE Pe IE So RTI, 20% 保存 ,使 用 时 以 Grace Ro 

AAA 6 MEPs be 24 JU tng PAE Lb I i veo 

2. 血 淋 巴 中 PTTH Wohl 

从 来 龄 0 小 时 始 ,上 每 24 小 时 收集 一 次 血 淋 巴 。 经 2 分 钟 宣 水 次 热处理 后 高 速 离心 5 
DI, LISTS VEL Fo 

PO, Ue SR BASRA RIA 测定 

MERRER RA WESSE AMEB BE Teh RK , ,测定 结果 以 20-FE Fe 
皮 酮 当量 表示 。 








结 Fs 

—, FA hy E de k E FP BE eS HS PS EA a TM SS FE FBS SS O 
活性 

来 龄 幼 瑟 血 淋 巴 中 蚁 皮 秽 类 激素 滴 度 在 72 小 时 以 前 基本 处 于 平稳 状态 (30ng/ml 血 
淋巴 左右 ), 这 段 时 间 为 幼 里 取 食 增长 体重 时 期 。 72 AIRE J BS SS ETF te 
Fr, 96 小 时 达到 97ng/ml MRE, CP < 0.01 相对 于 72 小 时 和 108 小 时 )e 此 后 开始 下 
降 , 到 120 小 时 又 开始 快速 上 升 ,并 在 144 小 时 达到 57 lng/ ml 血 淋 巴 的 高 峰 (P < 0.01 
JAAP 120 和 168 J), RIY 1。 

ESOP SD ESF A J BS 2S Bae STE BS EA aL E5 Lyk EE Be BS SS BE 
变化 相 平 行 ( 见 图 2)。 从 0 一 60 小 时 之 闻 的 培养 液 中 测 不 到 赔 皮 僧 类 激素 含 卫 ,这 可 能 
FEA SUED AAR BPRS to 从 图 中 可 看 出 前 胸腺 34 和 144 小 时 各 有 一 分 小 
活性 高 蜂 出 现 , 分 泌 基 分 别 为 97pg/ 腺 和 250pg/ 腺 CP < 0.01， 相 对 于 其 各 自 的 左右 两 
个 点 )o 


1 期 WREG: WL PNAS AR Ai Ha EBT A DS SW BSG SS E R EE A 17 
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发 音 时 数 (小 时 ) 
图 1 EAER tS oy h A ot Hk Eh ii Be 图 2 EWEX A he HT WR 
CEET 外 培养 分 泌 活性 
(每 个 点 表示 4 一 6 PEAR) Ci BRR 6 一 8 个 重复 ) 


二 、PTTH 体外 测定 法 的 建立 

1. 成 对 前 胸腺 合成 与 分 泌 赔 皮 澳 类 激素 的 差异 

在 昆虫 任 氏 液 中 摘 取 末 龄 5 天 幼虫 的 成 对 前 胸腺 6 对 ,其 中 3 对 分 别 培养 于 50g1 的 
Grace 培养 液 中 。 另 3 对 培养 在 含 1 MAY PTTH 的 5041 培养 液 中 。 培养 6 小 
时 ,结果 如 表 1 所 示 。 





WL Zeer BAA DR Se He A SS 





培养 流 中 不 含 PTTH Bee sana BERRI PITH Wipe i RES) 
Swi Cg) iit Cpe) 
E 右 左 右 
78 62 246 271 
47 59 181 177 
53 49 252 245 





59-+16a* 57 士 7a e 226 填 39b ` 231 士 49b 
* 此 处 为 IESE, 0, b ARRE 5% 水 平 芝 异 不 落 显 。 
从 表 1 可 看 出 ， 无 论 有 无 PTTH 存在 ， 成 对 的 左右 腺 体 都 表现 出 分 泌 活动 的 一 致 
性 。 
2. 前 胸腺 合成 分 泌 晓 皮 省 类 激素 的 时 相 过 程 
— HAAR 96 小 时 幼虫 的 前 胸腺 ,一例 腺 体 在 含 ! oe SF: PTTH 培养 波 中 培养 , 另 
一 侧 在 Grace 液 中 培养 ,分 别 在 培养 2、4、6、8 MRI AR, MEI MAME 
说 最 ( 见 图 3)。 
从 图 3 可 以 看 出 ,加 PTTH 的 前 胸腺 培养 4 小 时 分 泌 量 已 很 高 ，6 小 时 虽 有 增加 但 
重 不 大 且 趋 于 基本 稳定 。 来 加 PTTH 的 前 胸腺 基础 分 这 率 很 低 且 平稳 。 
3. 末 龄 5 天 的 前 胸 际 对 PTTH 剂量 的 反应 


18 E H 学 报 35 $È 





300 
4 1 
EJ -十 + 
ss F 3 
a ie 
ae 100 
j A 
o 0.06 0.12 0.25 05 1 2 4 
PTT HIE Smg) 
RNC. lit WB 
E3 WEN FAK RoE IRS 96 sit ret Bg 图 4 亚洲 玉米 赋 末 齿 幼 中 第 五 天 前 了 胸 
腺 合成 分 泌 妊 皮 当 类 激素 的 时 相 过 程 BEA PTTH 的 剂量 反应 曲线 
CRGA 4 Doe ome ese PTTH。 (fp Ron 6 一 7 PD 


实 钱 为 未 加 PTTH, ) 


RE 96 让 时 的 起 对 前 胸 称 ,一 和 负 腺 体 分 别 在 合 4.00, 2.00, 1.00, 0.50,0.25, 0.12, 0.06 
DLR 0.00 Wi PTTH 的 50p4 培 章 被 中 培养 SI Grace Boley ey AU bY 
F 6 小 上 时。 结果 中油 放出 Ar SOMMERS PTTH pA AS, IUR Logistic 曲 
线 ( 见 区 | Ho 

从 图 4 可 以 看 出 RU 96 小 时 的 前 胸腺 对 PTTH 的 剂量 反应 为 

eG HA et 0.06 NE 

PET FAL 1.00 th Mey T 

RRUGE CA) 0.25 晴 脑 当量 

[As = CAtmer—1)/2] 

以 上 对 PTTH 与 前 胸 聘 分 谱 特 性 关系 的 研究 宫 明 :亚洲 玉米 归来 龄 96 小 时 幼虫 
镀 胸 聘 的 基础 分 记 率 低 而 稳定 ,对 PTTH 的 敏感 性 也 很 好 ,是 比较 适合 于 前 胸 逐 -PTTH 
体外 测定 系统 的 。 壤 养 上 时间 从 图 3 可 以 香 出 以 选择 6 小 时 为 宜 。 

By WOR RR a) PTTH 的 分 泌 动 态 

Lowery PTTH 滴 度 

将 虫 脑 PTT A 抽 提 物 制 成 每 50gl Grace ihe 1 cu MR PTTH BOER, FA 
RAF % ANRE EITI Eo MIRRE ARA PTTH 的 50pl1 INGER RE, 另 一 
WE Grace 液 培养 做 为 对 照 ,培养 6 小时。 结果 以 Ar LEE SE RRC 5) 

从 图 5 可 以 独唱 ,亚洲 玉米 晨 末 龄 幼虫 其 中 脑 的 PTTH 滴 度 在 96 小 时 有 一 高 峰 , 己 
没有 车 到 统计 学 上 的 下 降 (96 与 144 小 时 相 比 P > 0.05, PIER). 

2. 了 血 淋巴 中 PTTH PiE 

用 亚洲 玉米 坚 来 数 96 小 时 腺 体 测定 ,一 侧 腺 体 直 接 用 S081 iii PTTH 测试 液 培 
JEE Grace 该 培养 做 对 照 。 另 取 5041 空白 (来 加 脲 体 培养 ) 血 湾 PTTH IDE 


1 其 GREE, WE PUES ARIA A a AE TT Me DR SSW E Se BG BE HE 1, 19 


做 为 测定 中 晓 皮 当 类 的 本 底 含量 。PTTH 活性 计算 如 下 ; Ar = ABe Ais 


Ab,: JAÉN HR R MR A 

Ahs: SEERNE HA BR A ECER) 
Aga: 培养 技 Grace FKH BZ QAR A 
结果 以 Ar 最 高 值 的 百分数 表示 ( 见 图 6)。 





80 
ae a 
a z 
Fa 80 Pe 
‘Rk fe 
对 
i 40 ie 
a H 
Ey 要 

20 

0 24 48 72 96 120 144 168 l Q 24 48 72 96 120 i44 168 
发 育 时 数 ( 人 小时》 发 育 时 数 ( 人 小 时 ) 
图 5 亚洲 玉米 崇 末 龄 幼虫 期 脑 内 PITH 滴 度 曲线 ”图 6 亚洲 玉米 嵌 末 岭 幼 虫 期 血 淋 巴 中 PTTE 滴 度 曲 线 
《每 个 点 表示 4 一 6 个 重复 ) 《每 个 点 表示 4 一 6 个 重复 ) 


从 图 6 中 可 见 , 血 淋 巴 中 PTTH 滴 度 在 96 和 144 小 时 各 有 一 高 峰 (P< 0.01, 相 

对 于 其 各 自 的 左右 两 个 点 )。 
讨 8 

Ret BG His SU oy oi HA On YOK E CA Be AS IS SBE OT EER LI (Smith, 1985), 
Sip 2 AO Bl Be oa de el oh oR AA CPE MEE ER EB BB SS Ee 出 
Ble RREI BLP NEE, SFE Be, AT RE RA AUB AS ATSe. RI AABN 
师 前 出 现 一 个 大 峰 ,为 晓 皮 蜂 , 4h RT AS A Seo NERS 
SX, Bean 和 Beck (1983) 的 研究 表明 ,只 在 化 肾 前 24 小 时 有 一 高 峰 ， 而 Gelman 等 
<1983) 则 发 现 除 化 晴 前 一 个 大 峰 外 , 末 龄 前 期 尚 有 三 个 小 峰 。 我 们 对 亚洲 玉米 是 的 测定 
结果 是 与 鲜 翅 目 其 它 昆 虫 的 一 般 模式 相 一 致 的 ， 即 整个 未 龄 期 有 两 个 分 离 的 赔 皮 当 类 激 
WME CE 1)， 与 欧洲 玉米 蚜 已 经 报道 的 两 种 悄 况 均 不 相同 。 亚 洲 玉米 蜗 末 龄 幼 
虫 期 不 同 发 育 时 间 其 前 胸腺 在 体外 的 分 泌 活动 不 同 (图 2)， 其 变化 基本 与 血 淋 巴 中 焙 皮 
SSA BRS HY BEE ESE REE EU, IR RAH (Sehnal 等 ,1988) 
也 发 现 过 RAZ ES) eat RS A T AA SO Eh BS IS A 
BIS P Ar RA DW eS IS RD E E Se Ys TIN» ART A A A E. 
TNE, BiB Ue TET mk Eh i Be SS BE A ET o 
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Inte PTTH 来 控制 前 胸腺 合成 分 泌 赔 皮 锚 类 激素 (Piepho，1942), 这 已 通 
过 结扎 ,移植 等 经 典 手术 间接 地 得 到 证 实 , 本 文 更 直接 地 证 明 此 点 。 从 图 6 可 以 看 出 ， 
血 淋 巴 中 PTTH 滴 度 变 化 与 赔 皮 漠 类 激素 滴 度 变化 在 时 间 上 是 完全 吻合 的 ; 而 脑 中 
PTTH 滴 度 则 看 不 出 与 血 淋 巴 中 暗 皮 澳 类 激 案 滴 度 有 什么 关系 。 可 见 脑 对 前 胸腺 的 控 
制 是 通过 释放 PTTH 的 量 而 完成 的 , 与 脑 中 PTTH 的 合成 泡 关 。PTTH PMNS 
直接 影响 到 前 胸腺 分 泌 活性 的 大 小 。 
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CHANGES OF PTTH AND ECDYSTEROID TITERS IN LAST INSTAR 
LARVAE OF THE ASIAN CORN BORER OSTRINIA 
' FURNACALIS (GUENÉE) 


Guo Su-rane Liv Rur 


(Department of Biology, Shanxi University, Taiyuan 030006) 


JIANG RoNG-IING Cao MEI-XUN 


(Shanghai Institute of Entomology, Academia Sinica, Shanghai 200025) 


The haemolymph ecdysteroid titers’ of the last instar non-diapause larvae of Asian corn 
‘borer Ostrinia furnacalis (Guenée) were determined by radioimmunoassay. Two peaks were - 
present on the fifth day and the seventh day respectively. The secretory activity of cultured 
prothoracic glands were determined at 12 hours intervals; it was found that two secretory acti- 
vity peaks were also present. This means that the changes of haemolymph ecdysteroid titers 
coincided temporally with the changes of secretory activity of the prothoracic glands during 
the same developmental age o fthe larvae. An in vitro assay for the PTTH was established in 
Ostrinia furnacalis and titers of the total PTTH activity of the brain and haemolymph were 
determined at 24 hours intervals during the last larval stadium with this method. There were 
two peaks of haemolymph PTTH titers on the fifth day and seventh day respectively during 
the last larval stadium, but only one peak in the brain on the fifth day. 


PTTH radio- 











Key words Ostrinia furnacalis (Guenée) ecdysteroid 


immunoassay 


